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基础 研究 


Rho 激酶 和 目 唑 在 法 等 地 尔 抗 心肌 缺 血 /再 灌注 损伤 中 的 作用 


叶 红 伟 :， 方 婷 婷 , 谷 小 雨 ,, 王 MISURA SUUT 影 ,高 RR 
蚌埠 医学 院 ! 生 理学 教研 室 ,? 生 物 科 学 系 ,安徽 蚌埠 233030 


Role of autophagy in fasudil-induced Rho kinase inhibition for protection against 


摘要 :目的 探讨 自 唉 在 法 舒 地 尔 (Fasudil) 抑 制 Rho 激 酶 心肌 保护 中 的 变化 ,并 分 析 其 作用 及 可 能 机 制 。 方 法 离 体 大 鼠 心 脏 
Langendorff 装 置 灌流 ,结扎 冠状 动脉 左前 降 支 30 min 模 拟 局 部 心肌 缺 血 , 松 开 结扎 线 恢复 灌流 120 min 复 制 心肌 缺 血 /再 灌注 
(ischemia/reperfusion, R ) 模 型 。 实 验 分 3 组 :JR 组 法 每 地 尔 (FasudilD) 组 .和 Fasudil+ 自 噬 抑 制剂 混 曼 青霉素 (Wortb) 组 。 连 续 
记录 左 心室 动力 学 变化 ,收集 再 灌注 5、10 min 冠 脉 流出 液 测 乳 酸 脱氧 酶 (lactate dehydrogenase, LDH) Œ ; RT-PCR 5720] H We 
相关 基因 Atg5 .Beclinl 和 凋 亡 相关 基因 Bax、Bcl-2 mRNA 表达 的 变化 ,Western blotting 检 测 caspase 3 的 表达 变化 。 结 果 与 1/ 
R 组 比 ,Fasudil 使 左 心室 发 展 压 、 左 心室 内 压 最 大 上 升 及 下 降 速 率 、 左 心室 做 功 明显 得 到 改善 ,降低 复 灌 期 冠 脉 流出 液 中 LDH 
的 释放 ,Atg5.Beclinl mRNA 表达 增加 ,Bcl-2/Bax mRNA 升 高 ,caspase 3 蛋白 表达 降低 。 自 吹 抑 制剂 Wort 减 弱 了 法 每 地 尔 的 
保护 作用 ,抑制 了 心室 动力 学 指标 的 恢复 ,LDH 释放 增多 ,Atg5 和 Beclinl mRNA 表达 降低 ,Bcl-2/Bax 降 低 ,caspase 3 蛋白 表达 
升 高 。 结 论 抑制 Rho 激 酶 心肌 保护 作用 中 诱导 了 自 鸣 的 发 生 , 且 自 吹 起 到 保护 心肌 的 作用 ,可 能 与 减少 细胞 凋 记 有关。 

关键 词 : 心 脏 ; 缺 血 / 再 灌注 损伤 ; 自 噬 ; 法 舒 地 尔 ; 瀑 曼 青 霉 素 


myocardial ischemia-reperfusion injury in rats 
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Abstract: Objective To investigate the changes of autophagy in ischemic myocardium of rats treated with fasudil for inhibiting 
Rho kinase. Methods The hearts isolated from male Sprague-Dawley rats were subjected to 30 min of occlusion of the left 
anterior descending artery followed by 120 min of reperfusion with or without treatment with fasudil or fasudil* Wort. The left 
ventricular hemodynamics were continuously recorded, and the coronary effluent was collected during the reperfusion to 
determine lactate dehydrogenase (LDH) levels. The mRNA expressions of autophagy-related genes Atg5 and Beclin1 and 
apoptosis-related genes bax and bcl-2 were detected by RT-PCR, and the protein expression of caspase-3 was detected by 
Western blotting. Results Compared with I/R group, fasudil significantly improved the left ventricular developed pressure, 
maximal rise/fall rate of left ventricular pressure and rate pressure product, reduced LDH release during reperfusion, 
increased Atg5 and Beclinl mRNA expression and the ratio of Bcl-2/Bax, and lowered caspase 3 protein expression. The 
autophagy inhibitor Wort significantly attenuated the effect of fasudil in the rat hearts. Conclusion Fasudil treatment for 
inhibiting Rho kinase promoted autophagy in ex vivo rat heart to protect against myocardial ischima-reperfusion injury 
possibly by reducing apoptosis of the cardiac myocytes. 

Key words: hearts; ischemia/reperfusion injury; autophagy; fasudil; wortmannin 


心血 管 疾病 威胁 着 人 类 的 生命 健康 ,再 灌注 疗法 改 


是 一 类 丝 - 苏 氨 酸 集 白 家 族 ,抑制 Rho 激 酶 可 以 起 到 抗 


善 了 心脏 功能 ,取得 了 很 好 的 疗效 ,也 引起 了 新 问题 
— ih FERE TE (ischemia/reperfusion, I/R) 损 伤 。 人 研 
究 LR 损 伤 的 相关 机 制 ,有 助 于 防治 临床 心肌 损伤 的 发 
生 ,Rho 激 酶 和 自 哈 都 参与 了 心肌 LR 损伤 。Rho 激 酶 
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心肌 缺 血 /再 灌注 损伤 作用 7. A RERE PR 
病 机 制 的 研究 热点 ,早期 认为 自 哈 是 进化 过 程 中 高 度 保 
守 的 ,在 溶 酶 体内 降解 细胞 质 成 分 的 正常 生理 过 程 , 除 
维持 生理 机 体 稳 态 功能 外 ,近年 来 相继 报道 自 喉 功 能 的 
失调 还 与 衰老 ,神经 退行 性 病变 \ 心 血管 疾病 等 相关 ” ， 
自 哈 在 心肌 LR 损伤 中 的 作用 存在 争议 ,一 方面 认为 目 
叭 增强 可 能 导致 细胞 死亡 ,加 重心 肌 IR 损伤 ”, 另 一 方 
面 却 认为 自 噬 在 IR 损 伤 中 起 着 有 益 的 作用 。 因 此 ， 
尽管 多 种 研究 表明 自 噬 参 与 心肌 IJR 损伤 ,但 自 噬 的 作 
用 仍 无 定论 。 有 研究 表明 Rho 激 酶 与 自 喉 之 间 存 在 一 
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定 的 联系 中 ,但 在 法 和 舒 地 尔 抑 制 Rho 激 酶 对 抗 心肌 JR 
损伤 中 , 自 只 如 何 发 生 , 发 挥 何 种 作用 尚未 见报 道 ,尽早 
明确 自 哈 的 作用 及 可 能 机 制 可 为 减轻 心肌 LR 损伤 提供 
治疗 新 途径 。 本 研究 通过 复制 离 体 大 鼠 心肌 IJR 损伤 模 
型 ,观察 抑制 Rho 激 酶 心肌 保护 作用 的 同时 ,检测 自 只 
相关 基因 Atg5、Beclin1 mRNA 表达 的 变化 ,以 明确 自 
哈 是 否 参与 抑制 Rho 激 酶 的 心肌 保护 ;应 用 自 哈 揣 制剂 
进一步 探讨 自 只 在 法 每 地 尔 心肌 保护 中 的 作用 ,并 观察 
凋 亡 相关 因子 的 改变 ,分 析 自 唆 与 凋 亡 的 发 生 在 心肌 保 
护 作 用 中 的 关联 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 和 材料 

健康 Sprague-Dawley(SD) 大 鼠 , 雄 性 ,SPF 级 , 体 
质量 220~250 g, 共 24 只 ,由 蚌埠 医学 院 实验 动物 中 心 
提供 。 川 威 (盐酸 法 舒 地 尔 注 射 液 ) ,Rho 激 酶 抑制 剂 ， 
购 自 天 津 红 日 药 业 股份 有 限 公 司 。 自 鸣 抑 制剂 瀑 曼 青 


胶 圳 插入 至 左 心室 , 圳 内 压力 经 特 氟 纶 管 传 递 至 压力 传 
感 器 ,Medlab 生物 信号 采集 处 理 系统 记录 实验 结 

竺 心脏 稳定 25 min 后 ,进行 实验 干预 。 将 大 鼠 随 机 分 3 
组 ,每 组 8 只:(1) 缺 血 / 再 灌注 (ischemia/reperfusion, I/ 
R) 损 伤 组 :将 大 鼠 冠 状 动 脉 左 前 降 支 结扎 30 min 复制 
局 部 心肌 缺 血 , 随 之 解 开 结扎 线 灌流 120 min 作 为 单纯 1/ 
Ri;(2)Fasudil 组 : 同 IJR 组 ,期 间 ( 缺 血 前 10 min 至 再 灌注 


be 


初期 10 min) 给 予 法 每 地 尔 30 pmol/L, 共 灌流 50 min; 
(3)Fasudilt+Wort 组 : 同 VR 组 ,期 间 ( 同 上 ) 同 时 给 予 法 舍 
地 尔 30 umolL+ 瀑 曼 青霉素 100 nmolL, 共 灌流 50 min. 
1.3 左 心室 功能 指标 

向 乳胶 圳 注水 调整 左 心 室 舒 张 末 压 left 
ventricular end diastolic pressure, LVEDP) 维持 在 4~ 
10 mmHg, Medlab 生物 信号 采集 处 理 系 统 记 录 左 心室 
发 展 压 (left ventricular developed pressure, LVDP) 、 
LVEDP 和 左 心室 内 压 最 大 上 升 和 下 降 速 率 (maximal 


rise/fall rate of left ventricular pressure, +dp/dtmax) dE 


45$ 3& (Wortmannin, Wort) W H F Sigma 人 公司。 改良 
Krebs-Henseleit(K-H) 液 成 分 :NaCl 118 mmol/L, KCI 
4.7 mmol/L, KH;PO, 1.2 mmol/L, MgSO, 1.2 mmol/L, 
CaCl, 2.5 mmol/L, NaHCO; 25 mmol/L,Glucose 11 mmol/L, 
pH 7.3~7.4。Trizol 总 RNA 提 取 试 剂 购 自 Invitrogen 公 
司 ; 道 转录 试剂 盒 和 PCR 试剂 盒 购 自 Fermentas 公司 ; 
引物 合成 于 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 ,Atg5 
引物 :上 游 序列 5-AGT GGA GGC AAC AGA ACC-3', 
下 游 序 列 5-GAC ACG AAC TGG CAC ATT-3', 预 计 
扩 增 产物 长 度 205 bp;Beclin1 引物 :上 游 序 列 5-GAG 
CCA TTT ATT GAA ACT CGC CA-3', 下 游 序 列 
5'-CCT CCC CGA TCA GAG TGA A-3', 预 计 扩 增 产物 
长 度 为 106 bp;Bax 引 物 :上游 序列 5-GGA TCG AGC 
AGA GAG GAT GG-3', 下 游 序 列 5-TGG TGA GTG 
AGG CAG TGA GG-3', 预 计 扩 增产 物 长 度 464 bp; 
Bcl-2 引 物 : 上 游 序 列 5-CTG GTG GAC AAC ATC 
GCT CTG-3', 下游 序列 5-GGT CTG CTG ACC TCA 
CTT GTG-3', 预 计 扩 增产 物 长 度 228 bp; 以 B-actin 为 内 参 
照 ,引物 上 游 序 列 5-CTG TAT GCC TCT GGT CGT 
AC-3', 下游 序列 5-TGA TGT CAC GCA CGA TTT 
CC-3' ,预计 扩 增 产物 长 度 214 bp。 一 抗 小 鼠 抗 大 鼠 
B-actin HEE Ha HEK F caspase 3 抗体 均 购 自 Cell 
Signaling Technology 公司 ,二 抗 HRP 标 记 的 羊 抗 倪 Ig 
GHRP 标 记 的 羊 抗 小 鼠 Ig G 均 购 自 Affinity 公 司 。 
1.2 离 体 大 和 所 心肌 缺 血 /再 灌注 损伤 模型 制备 及 分 组 
49% 水 合 氧 醛 麻醉 大 鼠 , 断 头 器 上 断 头 , 开 胸 迅速 取 
心脏 置 冰 水 停 搏 ,Langendorff 装 置 上 行 主动 脉 干 逆 行 
灌流 。K-H 液 恒 压 (76 mmHg) HE Pi, L4 9596 O:+5% 
CO, 饱 和 ,维持 灌流 液 温 度 37 % 恒 温 。 切 开 左 心 耳 将 乳 


算 左 心室 做 功 量 (rate pressure product, RPP) ,RPP= 
LVDPxHR" 。 
1.4 离 体 心脏 冠 脉 流出 液 中 乳酸 脱 氢 酶 (lactate 
dehydrogenase, LDH) 含 量 测定 

再 灌注 第 5 min 和 第 10 min 收集 冠 脉 流出 液 ,分 光 
光度 法 测定 冠 脉 流出 液 中 乳酸 脐 氧 酶 lactate 
dehydrogenase, LDH) 的 含量 ,单位 以 U 儿 表示 。 
1.5 RT-PCR 检测 Atg5, Beclinl, Bax 和 Bcl-2 mRNA 
表达 

利用 Trizol 总 RNA 提取 试剂 提取 左 心室 组 织 总 
RNA, 取 总 RNA 3 HL 作 模 板 ,逆转 录 试 剂 盒 合 成 
cDNA, PCR 试剂 盒 取 1.5 uL cDNA 为 模板 ,进行 扩 
增 。 扩 增 条 件 :95 %C 预 变性 3 min 后 ,以 (1)95 C 30 s 变 
性 ; (2) Atg5 退火 温 度 56 C 30 s, Beclin1 退火 温度 
57 C 30 s, Bax 退火 温度 64.5 C 30 s,Bcl-2 退 火 温度 
61.5 C 30 s, p-actin3B cili E 58C 30 s;(3)72 © 35 s, 
循环 数 为 30, 最 后 一 轮 延 伸 10 min。 取 4 pL PCR 755 
产物 进行 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 ,省 化 乙 锭 显 色 。GIS KEREI 
像 处理 系 统 拍摄 记录 ,图 像 分 析 软 件 扫描 泳 带 净 光 密度 
值 作 半 定 量 分 析 , 以 目的 基因 与 内 参 的 净 光 密度 比值 
(Atg5/p-actin; Beclin1/f-actin; Bcl-2/B-actin; Bax/B-actin) 
表示 mRNA 相对 表达 量 , 并 计算 Bcl-2/Bax 比值 。 
1.6 Western blotting 检 测 心肌 组 织 caspase 3 的 表达 

收集 再 灌 后 心肌 组 织 , 试 剂 盒 提取 和 蛋白 ,BCA 和 蛋白 
定量 法 测定 蛋白 浓度 。 配 制 6%~15% SDS RA 
凝 胶 , 进 行 电泳 分 离 蛋 白 , 然 后 200 mA 将 蛋白 转 至 
PVDF 腊 上。 室温 下 5% 脱 脂 奶粉 封闭 2 h, 用 相应 的 I 
抗 (1:1000)4 CHEA SERE ,洗涤 后 换 HRP 标 记 工 抗 室 
温 孵育 2 h。 洗 涤 后 采用 化 学 发 光 试 剂 盒 在 CE Image 
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Quant LAS 4000 mini 超 灵敏 化 学 发 光 成 像 仪 显影 ,使 
用 Image J 的 软件 分 析 条 带 灰 度 值 。 
1.7 统计 分 析 

实验 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 。 各 组 间 数 据 显 车 
性 检验 采用 单 因素 方差 (One-way ANOVA) 分 析 , 两 两 
比较 采用 g 检 验 ,P<0.05 为 有 统计 学 意义 。 


表 1 离 体 大 鼠 心脏 动力 学 指标 


2.1 左 心室 功能 改变 

单纯 JR 组 大 鼠 心脏 缺 血 与 复 灌 期 间 LVDP 降 低 ， 
LVEDP 上 抬 ,+dp/dtmax 降 低 ,RPP 降 低 ;与 单纯 MR 组 
相 比 ,Fasudil 组 LVDP 和 +dp/dtmax 得 到 恢复 ,LVEDP 
降低 ,RPP 增 加 ;与 Fasudil 组 相 比 , 自 噬 抑 制剂 Wort F 
预后 LVDP +dp/dtmax 和 RPP 均 降低 ,再 灌 期 间 LVED 
明显 升 高 ,提示 抑制 自 鸣 减弱 了 法 舒 地 尔 的 作用 ( 表 1)。 


Tab.1 Hemodynamic parameters of the isolated rat heart (MeanSD, n-8) 


Reperfusion 
Parameters Baseline Ischemia 30 min 
30 min 60 min 90 min 120 min 

LVDP (mmHg) 

I/R 91.20+18.06 63.74+8.51 45.56+5.09 41.04+3.01 37.29+3.90 34.67+3.07 

Fasudil 92.81+2.72 43.88+13.17 56.28+4.89** 52.10+8.04** 50.55+9.99** 47.93+10.37** 

Fasudil+Wort 85.85+4.07 47.09+7.19 49.90+7.49" 47.40+3.64" 40.09+2.69” 40.86+4.49" 
LVEDP (mmHg) 

I/R 9.56+2.14 18.58+1.06 28.35+2.60 27.16+2.57 26.77+3.44 25.77+4.17 

Fasudil 8.88+2.13 25.2122.33 23.7532.07** 23.26+4.81* 21.64x5.33* 20.27+4.92* 

Fasudil+Wort 7.95+0.63 30.44+5.72 35.0123.38*9 32.9832.86'** 30.8123.55" 28.91+3.87” 
+dp/dtmax (mmHg/s, x10) - 

I/R 2.27+0.37 1.55+0.28 1.32+0.17 1.19+0.16 1.07+0.13 1.06+0.23 

Fasudil 2.12+0.28 1.23+0.16 1.56+0.16** 1.44+0.20* 1.3940,23** 1.35+0.24* 

Fasudil+ Wort 2.29+0.46 1.19+0.26 1.2750.16* 1.2250.11* 1.18+0.12” 1.0540.11* 
-dp/dtmax (mmHg/s, x107) 

I/R 1.47+0.29 0.96+0.22 0.72+0.16 0.66+0.13 0.59+0.11 0.57+0.15 

Fasudil 1.49+0.14 0.71+0.13 0.89+0.12* 0.83+0.14* 0.80+0.14** 0.77+0.13* 

Fasudil+ Wort 1.38+0.37 0.67+0.19 0.69+0.06" 0.66+0.05” 0.63+0.6" 0.6120.04* 
RPP(mmHgxbeats, x10) 

I/R 22.48+3.80 12.68+0.92 8.89+1.43 7.91+0.99 6.71+0.59 5.64+0.51 

Fasudil 25.90+2.09 10.41+1.99 11.48+1.48* 10.74+1.53** 10.06+1.69** 8.99+1.14** 

Fasudil+Wort 23.16+5.73 7.54+2.33 9.17+1.87 ^ 8.56+2.01" 8.29+1.90** 7.4141.49**** 


*P«0.05, **P<0.01 vs I/R group; *P«0.05, "P«0.01 vs Fasudil group. 


2.20 离 体 心脏 冠 脉 流出 液 中 LDH 含 量 测 定 
与 单纯 JR 相 比 ,Fasudil 使 复 灌 不 同时 间 点 大 鼠 心 
脏 冠 脉 流出 液 中 LDH 释放 减少 ;与 Fasudil 组 相 比 ， 
Fasudil+Wort 组 LDH 释 放 增 加 (图 1)。 
2.3 心肌 组 织 Atg5、Beclin1 .Bcl-2 和 Bax mRNA 的 表达 
单纯 JR 组 自 噬 相关 基因 Atg5 和 了 Beclinl 和 凋 亡 相 
关 因 子 Bcl-2 和 Bax mRNA 均 有 表达 ,提示 自 哈 和 凋 亡 


均 参 与 心肌 VR 损伤 ;与 单纯 LR 组 相 比 ,Fasudil 组 Atg5 
fll Beclinl mRNA 表达 增加 ,抑制 凋 亡 因子 Bcl-2 表 达 
增加 ,Bcl-2/Bax 比值 增高 ;与 Fasudil 组 比较 ,Fasudil+ 
Wort 组 Atgg 和 Beclinl mRNA 表达 减少 ,Bcl-2/Bax 比 
值 降 低 ( 表 2, 图 2, 图 3)。 
2.4 心肌 组 织 中 caspase 3 蛋白 表达 

与 单纯 JR 组 相 比 ,Fasudil 组 caspase 3 和 蛋白 表达 降 
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图 1 心脏 冠 脉 流出 液 中 乳酸 脱 氢 酶 含量 

Fig.1 LDH content in the coronary effluent in different 
groups (1-8, U/L, MeanxSD). **P«0.01 vs I/R group; “P< 
0.01 vs Fasudil group. 


图 2 各 组 心肌 组 织 中 Atg5 和 Beclinl mRNA 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of Atg5 and Beclinl 
mRNA in different groups. 1: I/R group; 2: Fasudil 
group; 3: Fasudil-Wort group; 4: Marker. 


X2 各 组 心肌 组 织 中 Atg5、Beclin1、Bcl-2 和 Bax mRNA 表达 


B-actin 


图 3 各 组 心肌 组 织 中 Bcl-2 和 Bax mRNA 琼脂 糖 凝 
胶 电泳 

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of Bcl-2 mRNA and 
Bax mRNA in different groups. 1: I/R group; 2: 
Fasudil group; 3: Fasudil--Wort group; 4: Marker. 


/I£; 5j Fasudil £H LEX , Fasudil4- Wort £H caspase 3 蛋白 表 
达 升 高 (图 4, 表 3)。 


3 讨论 

心血 管 疾病 的 再 灌注 疗法 带 来 新 的 问题 一 一 缺 血 / 
再 灌注 (ischemia/reperfusion, JR) 损 伤 , 钙 超载 .氧化 应 
激 .中 性 粒 细胞 学 说 等 现 已 得 到 公认 ,但 其 发 生机 制 还 
需 进 一 步 曾 明 。Rho 激 酶 在 LR 损伤 中 起 到 很 重要 的 作 
用 ,抑制 Rho 激 酶 可 以 激活 PI3K/Akt 信 号 通路 保护 心 
脏 忆 ;我 们 前 期 的 研究 显示 法 每 地 尔 能 够 抑制 Rho 激 
酶 信号 通路 发 挥 心 肌 保护 作用 ,其 机 制 可 能 与 激动 
ALDH2、 抑 制 细胞 油 亡 发 生 有 关中, 可 见 Rho 激 酶 可 能 
通过 不 同 机 制 参与 了 心肌 VR 损伤 ,其 中 是 否 有 自 哈 的 
参与 . 自 噬 发 挥 何 种 作用 以 及 相关 机 制 未 见报 道 ,还 需 
进一步 探讨 。 


Tab.2 Atg5, Beclin1,Bcl-2 and Bax mRNA expressions in myocardial tissue and the ratio of Bcl-2/Bax in different groups 


(MeanzSD, n=8) 


Group Atg5/B-actin Beclinl/B-actin Bcl-2/p-actin Bax/p-actin Bcl-2/Bax 
UR 59.75:x6.82 113.07+6.78 97.76+13.64 2.79+0.27 34.96+3.25 
Fasudil 72.03x7.25** 146.47x13.17** 119.82221.01* 2.32+0.54 52.26:5.09** 
Fasudil-- Wort 65.83x1.61** 108.53+4.67” 108.21+17.51 2.92+0.45 37.24+5.16” 


*P«0.05, **P<0.01 vs I/R group; *P«0.05, *P«0.01 vs Fasudil group. 


本 研究 应 用 Langendorff 装 置 复制 心肌 IJR 损伤 模 
型 ,检测 大 鼠 心 肌 缺 血 再 灌注 不 同时 间 点 心肌 动力 学 改 
变 ,LVDP.+dp/dtmax 反 映 心 肌 收缩 功能 ;LVDEP 、-dp/ 
dtmax 有 反映 心肌 的 舒张 功能 中 。 实 验 结果 显示 ,与 VR 
组 相 比 ,Rho 激 酶 抑制 剂 Fasudil 组 大 鼠 心 肌 再 灌注 期 间 
各 时 间 点 LVDP +dp/dtmax 及 RPP 升 高 ,抑制 LVEDP 
的 升 高 ,说 明 Fasudil 抑 制 Rho 激 酶 后 ,心脏 再 灌注 后 收 


缩 和 舒张 机 能 得 到 改善 。 

乳酸 脱 氢 酶 是 一 种 糖 酵 解 酶 ,早期 血清 中 LDH 的 
升 高 见于 急性 心肌 梗塞 发 作 后 ,临床 上 常 作为 诊断 急性 
心 梗 的 标准 之 一 ;LR 损 伤 时 细胞 膜 通 透 性 增加 ,LDH 释 
放 增 多 ,因此 可 将 冠 脉 流出 液 中 LDH 含 量 作为 判断 受 
损 的 指标 “”。 实 验 中 观察 到 Fasudil 抑 制 Rho 激 酶 后 降 
低 了 心肌 再 灌注 期 间 LDH 的 释放 ,说 明 Fasudil 抑 制 
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图 4 各 组 心肌 组 织 中 caspase 3 蛋白 表达 


Fig.4 Caspase 3 protein expression in rat myocardial 


tissue in different groups. 1: I/R group; 2: Fasudil 
group; 3: Fasudil-Wort group. 


X3 各 组 心肌 组 织 中 caspase 3 蛋白 表达 平均 灰 度 值 
Tab.3 Caspase 3 Protein expression average grey value in rat 
myocardial tissue of different groups (MeanzSD, n-8) 


Group Caspase 3/D-actin 
I/R 0.85+0.08 
Fasudil 0.60+0.03** 
Fasudil+ Wort 0.74+0.10** 


*P«0.05, **P«0.01 vs I/R group; "P«0.01 vs Fasudil group. 


Rho 激 酶 后 减轻 IVR 15103. 

细胞 死亡 分 为 坏死 , 凋 亡 和 自 噬 。 凋 亡 和 自 唆 的 均 
参与 VR 损伤 全。 抑制 Rho 激 酶 的 心肌 保护 作用 与 降低 
细胞 凋 亡 相关 " ,那么 自 只 是 否 亦 参与 其 中 呢 ? 我 们 检 
测 了 自 噬 相关 基因 Atg$ 和 Beclinl mRNA 的 表达 。 哺 
乳 动 物 的 自 噬 相 关 基 因 Beclinl 是 酵母 自 喉 基 因 Apg6/ 
Vps30 的 同 源 物 ,是 自 噬 重要 的 正 调节 因子 ,党 作为 自 
哈 的 定量 检测 的 重要 指标 “”。Atg5 是 参与 自 哈 调控 的 
重要 基因 ,Atg5 与 Atg12 复 合 物 定 位 于 自 鸣 体 膜 的 表 
面 ,促进 自 噬 体 膜 的 伸展 扩张 ,诱导 自 唆 体 的 形成 ,是 自 
哈 体 形成 所 必须 的 重要 因素 "”"。 结 果 显 示 Fasudil 组 
Atg5 和 Beclinl mRNA 表达 增加 ,提示 Fasudil 抑 制 Rho 
激酶 抗 心 肌 IJR 损伤 作用 中 诱导 了 自 鸣 的 发 生 。 进 一 步 
应 用 自 哈 抑制 剂 泌 曼 青 霍 素 发 现 , 自 叭 减弱 的 同时 
Fasudil 的 抗 心 肌 IR 损伤 作用 减弱 ,提示 Fasudil 抑制 
Rho 激 酶 后 可 能 通过 诱导 自 哈 的 发 生发 挥 心肌 保护 作用 。 

LR 损伤 中 凋 亡 和 自 哈 共同 参与 , 量 两 者 间 存 在 一 
EKR HL- 心肌 细胞 研究 中 发 现 ,下 调 自 哈 相关 基 
Beclin1 或 Atg5 抑制 自 只 发生, 同时 也 使 VR 损伤 诱 
导 的 细胞 凋 亡 增加 ,而 过 表达 Beclinl 增强 自 吻 , 则 使 细 
胞 凋 亡 发 生 率 降 低 ”%。 上 肝脏 的 缺 血 预 处 理 上 调 小 鼠 体 
内 自 噬 和 凋 亡 的 关键 因素 之 一 一 血红 素 氧 合 酶 1, 通 过 
p38-MAPK 信 和 号 通路 诱导 自 吹 ,然后 吞噬 受 损 的 线粒体 
抑制 细胞 凋 亡 ,最 终 保 护 肝 细胞 免 受 IR dA s SA 
抑制 Rho 激 酶 后 , 自 喉 与 凋 亡 是 何 种 关系 呢 ? 我 们 进 一 
步 检测 caspase 3 蛋白 表达 和 Bcl-2 和 Bax mRNA 的 表 
达 。Caspase 3, 属 于 效应 caspase 代 和 白 , 位 于 细胞 凋 亡 有 


序 级 联 反应 的 下 游 ,是 最 为 重要 的 凋 亡 执行 者 .多 种 凋 
亡 刺 激 信 号 的 汇聚 点 ,被 激活 后 促进 细胞 凋 亡 。Bax 与 
线粒体 渗透 性 转换 孔 蛋 白 结合 促进 细胞 色素 C 从 线 粒 
体 释 放 入 细胞 诱发 细胞 凋 亡 ,Bcl-2 则 可 抑制 Bax 移 位 
到 线粒体 膜 上 ,从 而 抑制 凋 亡 。 可 见 Bcl-2、.Bax 和 
caspase 3 均 为 参与 细胞 凋 亡 的 重要 分 子 2 汪 。 实 验 结 
JR IZR Fasudil 抑制 Rho 激酶 诱导 自 吹 发 生 的 同时 ， 
caspase 3 蛋白 表达 降低 ,Bcl-2/Bax 比值 增高 ,细胞 凋 亡 
减弱 ; 自 喉 抑制 剂 瀑 曼 青 霉 干预 后 , 自 鸣 降 低 的 同时 
caspase 3 蛋白 表达 增加 ,Bcl-2/Bax 比值 降低 ,细胞 凋 亡 
增加 ,提示 抑制 Rho 激 酶 后 诱导 自 唉 的 发 生 ,可 减轻 细 
胞 凋 亡 。 

综 上 所 述 , 离 体 大 鼠 心 肌 ITR 损伤 模型 中 ,在 
Fasudil 抑制 Rho 激 酶 对 抗 心 肌 损 伤 而 保护 心肌 中 可 能 
诱导 了 自 噬 的 发 生 , 自 鸣 的 发 生 影响 了 细胞 凋 亡 ,使 凋 
亡 降 低 。 但 是 抑制 Rho 激 酶 通过 何 种 途径 诱导 自 鸣 的 
发 生 , 以 及 自 噬 和 凋 亡 相互 作用 的 具体 机 制 还 需 阐明 ， 
这 也 是 我 们 下 一 步 的 研究 工作 。 
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